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RESUMO

Os 0leos e graxas (O&G) representam uma classe de poluentes com baixa afinidade com a
agua. Sua remocdo de aguas residuais industriais € muitas vezes desafiadora e envolve a
combinacdo de diferentes tecnologias de tratamento convencionais, 0s quais, no entanto,
muitas vezes apresentam desvantagens como a producdo de lamas perigosas e 0 consumo de
alta energia. Um exemplo é o setor de producdo de biodiesel, onde os efluentes gerados sdo
ricos em Oleos e graxas. Buscar alternativas inovadoras de tratamento representa uma
contribuicdo significativa para a sustentabilidade operacional e economica no setor de
biocombustiveis. Neste contexto, o pré-tratamento de aguas residuais ricas em gorduras por
biorremediagdo utilizando biocatalisadores como lipases de natureza flngica podera ser uma
alternativa promissora, pois a producdo da enzima é de baixo custo e apresenta as vantagens
de biodegradabilidade (white biotecnology) e pode se recuperada e utilizada em reciclos,
reduzindo o custo operacional. O objetivo deste trabalho foi avaliar a biodegradacdo de éleos
e graxas (O&G) em efluentes de agua residuéria de lavagem do biodiesel, por meio de lipase
fangica de Penicillium sumatrense obtida através do processo de FES (Fermentacdo em
Estado Solido). Os resultados indicaram que ap6s a biorremediacdo houve uma reducdo em
todos os parametros avaliados estando de acordo com a Resolugdo CONAMA 430/2011. O
teor de 0Oleos e graxas reduziu 86 %; a DQO 5,0 %; a DBO 7%); de solidos totais (ST) 84,5 %
e 0 pH manteve-se em 5,76. A razdo de biodegradabilidade do efluente (DBOs/ DQO)
calculada foi de 1,30. Esta razdo indica que valores menores do que 0,6 estimam baixa
biodegradabilidade do efluente, portanto, o valor obtido nesta pesquisa indica uma boa
biodegrabilidade do efluente estudado. Diante dos resultados obtidos verificou-se um
tratamento eficiente onde as &guas residuérias da industria de producéo de biodiesel poderdo
ser utilizadas para fins de langamento ou reuso no processo industrial minizando a geracdo de
efluentes nas estagdes de tratamento.

Palavras-Chave: Biorremediacao, lipases, efluentes de biodiesel.
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ABSTRACT

Oils and greases (O&G) represent a class of pollutants with low affinity for water.
Their removal of industrial wastewater is often challenging and involves the combination of
different conventional treatment technologies, which, however, often present drawbacks such
as the production of hazardous sludge and high energy consumption. One example is the
biodiesel production sector, where the generated effluents are rich in oils and greases. Finding
innovative treatment alternatives represents a significant contribution to operational and
economic sustainability in the biofuels sector. In this context, the pretreatment of fat-rich
waste water by bioremediation using biocatalysts as fungal lipases may be a promising
alternative, since the production of the enzyme is low cost and presents the advantages of
biodegradability (white biotechnology) and can be recovered and used in recycles, reducing
the operational cost. The objective of this work was to evaluate the biodegradation of oils and
greases (O&G) in wastewater effluents from biodiesel washing, by means of fungal lipase
from Penicillium sumatrense obtained through the SST (Solid State Fermentation) process.
The results indicated that after the bioremediation there was a reduction in all parameters
evaluated, according to Resolution 430/2011 of CONAMA. The content of oils and greases
decreased by 86%; to COD 5.0%; to BOD 7%; of total solids (TS) 84.5% and the pH
remained at 5.76. The effluent biodegradability ratio (BODs / COD) calculated was 1.30. This
ratio indicates that values lower than 0.6 estimate low effluent biodegradability, therefore, the
value obtained in this research indicates a good biodegradability of the studied effluent. In
view of the obtained results an efficient treatment was verified where the wastewater of the
biodiesel production industry could be used for the purpose of launching or reuse in the
industrial process, minimizing the generation of effluents in the treatment plants.

Key words: Bioremediation, lipases, biodiesel effluents.



INTRODUCAO

No Brasil quase metade da energia consumida é renovavel, ou seja, proveniente de
recursos capazes de se regenerar em um curto periodo de tempo, indicando que a matriz
energética brasileira em ambito mundial é uma das mais limpas do planeta. Porém, com a
crise hidrica que o pais vem enfrentando a alguns anos, a eletricidade vendida aos brasileiros
vem alcangando precos mais elevados a cada dia. Isso se da por conta da utilizagdo das
termoelétricas que sdo movidas por combustiveis fosseis como 6leo diesel e o carvdo mineral
(LIMA E SOUZA, 2014).

A independéncia e autossuficiéncia no setor de energia € um indicador do
desenvolvimento socioecondmico de qualquer pais. Por isso, nos Gltimos anos as pesquisas e
prospeccles tecnoldgicas tém-se voltado ao uso de fontes de energia ndo convencionais
(BASU et al., 2014). Uma alternativa sdo os combustiveis derivados de éleos e gorduras,
chamados de biodiesel. Este combustivel pode ser classificado como qualquer combustivel
alternativo, de natureza renovavel, que possa ser empregado na substituicdo total ou parcial do
diesel de petr6leo em motores de igni¢do por compressdo interna (motores do ciclo Diesel)
(RAMOS et al., 2017).

O processo de transesterificacdo € o mais frequentemente utilizado para producéo de
biodiesel. Este processo consiste na reacdo quimica de 6leos vegetais ou de gordura animal
com o alcool, etanol ou metanol, na presenca de um catalisador basico, acido ou enzimatico.
Apesar de diversas vantagens socioambientais, 0 aumento da producdo de biodiesel acarreta
no aumento de efluente gerado durante o seu processo de purificacéo.

A producéo e purificacdo de biodiesel e passa por varias etapas, como a preparacdo da
matéria-prima; preparacao do catalisador; processo reacional; separacao de fases; recuperacéo
de excesso de alcool; lavagem do biodiesel; secagem do biodiesel e purificacdo da glicerina
(BENEVIDES, 2011). Como qualquer processo de sintese gera subprodutos, como a glicerina
e efluentes da lavagem do biodiesel oriundos da purificacao.

Apesar de possuir vantagens socioambientais, a producdo de biodiesel em grande
escala pode acarretar alguns danos ao meio ambiente, como na etapa de purificacdo
(lavagem), que gera um grande aumento do efluente. Nos métodos tradicionais sdo utilizados
3 litros de agua para cada litro de biodiesel produzido (DE BONI et al., 2007).

Segundo a resolucdo do Conama n° 430 de 13 de maio de 2011 Art. 3°, Os efluentes de

qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lancados diretamente nos corpos receptores
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apos o devido tratamento e desde que obedegcam as condicGes, padrbes e exigéncias dispostos
nesta Resolucdo e em outras normas aplicaveis. De acordo com a resolucdo torna-se
necessario tratar e caracterizar as aguas provenientes do processo de lavagem, a fim de serem
descartadas sem causar danos aos corpos hidricos atendendo o padrdo do Conama ou serem
reutilizadas pela inddstria.

Um processo de reutilizacdo de dguas dentro de uma industria é altamente vantajoso,
tanto sob o aspecto econdémico como sob o aspecto ambiental. Entretanto, depende da
disponibilidade de tecnologias de processos adequadas para sua purificacdo.
Economicamente, a reutilizacdo de &guas residuédrias permite uma diminuigdo de captagdo de
agua potavel da rede de saneamento, o que diminuiria o custo com deste insumo. Sob o ponto
de vista ambiental, é consenso a necessidade de reutilizacéo e de evitar o desperdicio.

Uma alternativa para a reutilizacdo de aguas residuarias é o tratamento de efluentes
com alto teor de 6leos e graxas através da biorremediacdo, que consiste em aplicar
organismos vivos como plantas, microrganismos e enzimas, que modifiquem ou
decomponham determinados poluentes. Essa técnica pode ser utilizada para derrame quimico
como gasolina e diesel, derrame de petréleo, decomposi¢do de substancias inorganicas e
organicas entre outros, sendo de grande importancia ambiental, social e econdmica, pois essa
técnica consiste em degradar substancias toxicas do meio ambiente (COUTINHO et al., 2015;
JACQUES, 2010).

As lipases (triacilglicerol éster hidrolase, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas utilizadas em
diversos setores industriais como na indastria quimica, farmacéutica, alimenticia e de
cosméticos. Esta classe de enzimas € capaz de catalisar a hidrélise de ésteres em meios
aquosos. Em meios restritos em agua catalisam as reacdes de aminolise, esterificacdo,
interesterificagdo e transesterificacdo, sendo eficientes para o tratamento de efluentes
(COLLA etal., 2012; BON et al., 2008).

Neste trabalho utilizou-se lipases fungicas de Penicillium sumatrense com aplicacéo
em processos de biorremediacdo do efluente de lavagem do biodiesel. A producdo de
enzimas, com aplicacbes no tratamento de efluentes, justifica plenamente este trabalho,
considerando o aumento dos volumes de efluentes gerados nas industrias, associados a
crescente preocupacdo com os impactos ambientais e uma legislagdo ambiental cada vez mais

rigida.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIODIESEL

A resolucdo da ANP n° 42 de 24/11/2014, define o biodiesel como renovavel e
biodegradavel, composto por alquil-ésteres de acidos graxos de cadeia longa providos de
gorduras animais ou Oleos vegetais, que possa substituir totalmente ou parcialmente o 6leo
diesel de origem fossil.

A Lei Nacional nimero 11.097 de 13 de janeiro de 2005, classifica biodiesel como de
natureza renovavel, combustivel alternativo, podendo ser agregado na substituicdo total ou
parcial do diesel de petréleo.

O biodiesel pode ser produzido a partir de fontes renovaveis, como gorduras animais e
6leos vegetais, sendo uma alternativa para motores a diesel (KNOTHE, 2005; KRAWCZYK,
1996). O biodiesel é um biocombustivel, biodegradavel, atoxico, constituido de uma mistura
de ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, obtidos a partir da reacdo de
transesterificacdo de qualquer triglicerideo com um alcool de cadeia curta, metanol ou etanol,
respectivamente (PARENTE, 2003).

O biodiesel esta sendo cada vez mais utilizado no abastecimento de diesel em todo o
mundo, uma vez que é uma opcdo ambientalmente correta, além de melhorar o desempenho
do motor diesel (LUQUE & MELERO, 2012).

No Brasil a mistura de biodiesel com diesel féssil teve inicio em dezembro de 2004.
Em janeiro de 2008 passou ser obrigatoria a mistura de 2% do biodiesel, em janeiro de 2010 o
percentual da mistura passou a ser de 5% (ANP, 2016).

2.1.1. Historico

No final do século XIX, o engenheiro Rudolph Diesel, desenvolveu um motor que
funcionava a base de 6leos vegetais. Em uma exposicdo em Paris, em 1990 foi demostrado o
funcionamento de um protétipo com motor diesel com o 6leo de amendoim (GAZZONI,
2008).

O processo de transesterificacdo, que melhora o processo de combustdo no interior do
motor e diminui a viscosidade do 6leo vegetal foi descoberto em 1937, pelo cientista belga G.
Chavenne (KNOTHE, 2001).



Durante a Il Guerra Mundial, o biocombustivel foi bastante utilizado por alguns paises
como, India, China e Bélgica. Em 1941 aconteceu o primeiro teste utilizando biocombustivel,
em um linha de 6nibus que fazia Bruxelas — Louvain (KNOTHE, 2001).

Em 1973, com a crise do petroleo no Brasil foi criado o PROALCOOL (Programa
Nacional do Alcool), tornando-se referéncia no programa de biomassa, no uso de etanol
como biocombustivel (MOREIRA & GOLDEMBERG, 1999). Ainda na década de 70 foi
criado 0 PRO-OLEO, onde se esperava a substituico de até 30% do diesel de petréleo, porém
em meados da década de 80 o projeto foi abandonado (POUSA; SANTOS & SUAREZ,
2007).

Em janeiro de 2005, o biodiesel foi regulamentando na matriz energética brasileira
pela lei Lei n® 11.097 publicada no Diario Oficial da Unido em 13/01/2005.

A proporcéo de biodiesel adicionada ao 6leo diesel passou a ser de 6% a partir de
julho e de 7% a partir de novembro de 2014, conforme a Lei n® 13.033/2014. Em 2015, a
capacidade nominal para producdo de biodiesel (B100) no Brasil era de cerca de 7,4 milhdes
de m® (20,4 mil m%/dia). Entretanto, a produgdo nacional foi de 3,9 milhdes de m?, o que
correspondeu a 53,3% da capacidade total (ANP, 2016).

O esquema 1 mostra a evolucao do biodiesel no Brasil.
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Esquema 1 Evolugéo biodiesel. Fonte: Imagem adaptada ANP (2017).

2.1.2. Matéria prima para producao de biodiesel

O Brasil possui uma grande diversidade de matérias-primas para a produgdo de
biodiesel e dentre as fontes de producdo de biodiesel, os 0Oleos vegetais tém sido uma
alternativa viavel. As opcdes de fontes de matéria-prima para producdo dos combustiveis
renovaveis sdo bem diversificadas. Podemos citar como exemplos os 6leos vegetais, 6leos

usados, gorduras de animais, gorduras residuais e microalgas. Diante de toda diversidade é
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necessario levar em consideracao as caracteristicas da regionalizagdo como escala periodica
sazonalidade e porcentagem de 6leo na planta (CANDEIA, 2008).

Podemos observar na Figura 1, que cada regido tem diferentes culturas para producéo

de biodiesel.

Regido N Regido NE

Palma/Soja Babacu/Soja
Mamaona/Palma/Algodao

Regido CO
Soja{Mammaf Regido SE
AlgodaolGirassol SojaMamona/
Algod3o/Girassol
Soja/Colzal
Algodao/Girassol

Figura 1: Oleaginosas no Territorio Nacional para Producéo de Biodiesel. Fonte: Associagdo
Brasileira das industrias de Oleos Vegetais

Mesmo com as diversidades de oleaginosa em todo territério nacional, na Figura 2 é

possivel notar que o 6leo de soja é o principal para a producdo de biodiesel.
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Figura 2 Matérias-primas utilizadas na producdo de biodiesel no Brasil — 2006 a 2015.
Fonte: ANP (2016).

A justificativa para a soja ser a principal matéria-prima na producéo de biodiesel é em
virtude do menor custo, pois 0 6leo de soja é produzido a partir do subproduto da producdo do
farelo de soja para exportagdo, tornando-se um dos lideres mundiais no mercado de dleos
vegetais. Em segundo lugar podemos citar a gordura animal, que é subproduto da producédo de
carne no Brasil (SALLET, 2011).

Na Figura 3 é possivel analisar a porcentagem em ralacdo as matérias-primas

utilizadas para a producéo do biodiesel no ano de 2015.



Maio / 2015

Gleo de Algodio
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Dutros Materiais Graxkos
1,97%

Oleo de Fritura 0,29%

Gordura de Porca
0,51%

Gordura de Frango
0,03%

Figura 3 Matérias-primas utilizadas para producdo de biodiesel - Perfil Nacional (Maio,
2015).
Fonte: ANP, 2015.

Na Figura 3 é possivel notar que o 6leo de soja € a matéria-prima mais utilizada

(80,79%) na producdo de biodiesel, conforme justificado anteriormente.

2.1.3. Producéo de biodiesel

O processo de produgéo de biodiesel pode ser feito por transesterificacéo, esterificagdo
e hidroesterificacdo. A transesterificagdo € o processo mais comum, pois leva a producédo de
biodiesel, isto é, ésteres alquilicos de 6leos e gorduras (KNOTHE et al., 2005).

Como matérias-primas, podem ser utilizados diferentes 6leos e gorduras de origem
vegetal ou animal. Além de 6leos vegetais e gordura animal, outras matérias-primas como
6leos utilizados para a coccdo de alimentos (fritura) também sdo adequados para a producéo
de biodiesel, no entanto a mudanca no procedimento de reacdo sdo frequentemente
necessarias devido a presenca de agua e acidos graxos livres (AGL) (RAMOS et al., 2017).

O processo de producgdo de biodiesel atraves da reacdo de transesterificagdo, partindo
de uma matéria-prima graxa qualquer, envolve varias etapas operacionais mostradas no
fluxograma (Esquema 2 ) proposto por PARENTE (2003).
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Esquema 2: Fluxograma do Processo de Producéo de Biodiesel. Fonte: PARENTE, 2003

A reacdo de transesterificacdo ou alcodlise € a reacdo quimica na qual um triglicerideo
(6leo ou gordura) reage com um alcool na presenca de um catalisador quimico (NaOH, KOH)
ou enzimatico (lipases) para formar, ésteres monoalquilicos (biodiesel) e glicerol. O alcool
usualmente € o metanol ou o etanol, resultando em ésteres metilicos ou etilicos,

respectivamente.
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Figura 4. Reacdo de transesterificacdo Fonte: SUAREZ et al., 2007

O catalisador escolhido é de suma importancia, pois é a partir dele que serdo
estabelecidas as caracteristicas do processo empregado, como a temperatura da reacdo e a
separacdo do biodiesel da glicerina, dentre outros (SUAREZ et al., 2009; KNOTHE et al.,
2006).

Existem quatro tipos de catalisadores utilizados na transesterificacdo dos
triacilglicerdis, como os catalisadores acidos ou béasicos, homogéneos, heterogéneos ou
bioldgicos. Como catalisador biologico séo utilizadas enzimas, que sdo de elevada eficiéncia
catalitica, em geral muito maior que os catalisadores sintéticos, pois tém alto grau de
especificidade por seus substratos, aceleram rea¢Ges quimicas especificas e, em alguns casos,
podem funcionar tanto em solventes organicos quanto em solugdes aquosas. Grande parte do
poder catalitico das enzimas deve-se a capacidade delas interagirem com o substrato em
orientacbes favordveis na formagdo dos complexos enzima-substrato (ES) (RAMNATH,
SITHOLE & GOVINDEN, 2016; XIANGHAI et al., 2016; SILVA et al., 2011; ROSSET,
2011; GAMBA 2009).
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2.1.4. Purificacéo do biodiesel

Apls o processo de transesterificacdo, neutralizacdo, evaporacdo do alcool e
centrifugacdo ou decantacdo do glicerol, o biodiesel ainda pode estar contaminado com acidos
graxos livres, glicerol livre (GL), glicerideos, sabdo, agua, alcool e catalisador. Os residuos,
mesmo em niveis baixos podem influenciar na qualidade do biodiesel conforme demostrado
na Tabelal (ATADASHI et al., 2011; KNOTHE et al., 2005).

Tabela 1- Principais residuos nos efluentes de producéo de biodiesel

Contaminante Efeito

Agua Reduz o calor de combustdo; aumenta a corrosdo de metais,
causa hidrolise do biodiesel com formacdo de acidos graxos
livres.
Catalisador/sab&o Causa entupimento dos bicos injetores; problemas de corrosao
nos motores e entupimento de filtros.
Glicerideos Causa cristalizacéo; turbidez no biodiesel; maior viscosidade;
formac&o de depositos em pistdes, valvulas e bocais de injecéo.
Glicerol Forma duas fases no biodiesel apds a decantacdo; emissao mais
elevada de aldeidos e acroleina (substancia toxica).
Metanol Causa degradacéo de pecas de borracha e juntas; abaixa o ponto

de fulgor, aumenta a corroséo de pecas de aluminio e zinco.

Fonte: ATADASHI et al., 2011.

Para remover as impurezas que ainda restam no biodiesel € necessario realizar uma
etapa de purificacdo. Dentre os métodos utilizados, a lavagem aquosa € o método mais
tradicional de purificacdo de biodiesel. Esta etapa produz um grande volume de efluentes.
Neste método adiciona-se &gua quente & mistura do biodiesel bruto, com agitacdo lenta para
evitar-se a formacgdo de emulsdes. Em seguida, a mistura é deixada em repouso até obter-se
boa separacédo de fases por decantacdo, o que pode ocorrer em 2 horas. As duas fases obtidas
sdo separadas por funil de separagcdo. O processo é repetido até obter-se agua de lavagem
incolor, e os residuos de agua sdo removidos do biodiesel ap6s a Gltima repeti¢do de lavagem,
por processos de destilagdo e evaporagéo (PICCIN et al., 2015; CAVALLARI, 2012).

Para que ocorra essa purificacdo pelo método de lavagem utilizam-se em media 10

litros de agua para purificar um litro de biodiesel. Os efluentes provenientes do processo
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apresentam-se quimicamente inadequados para serem langados a qualquer corpo hidrico (DE
BONI et al., 2007). Esses efluentes contém basicamente residuos de sabdes de sodio ou
potassio, além dos acidos graxos e glicerina. Esse processo é conhecido pelo grande consumo
de agua, tendo contribuicbes negativas para 0 meio ambiente, gerando uma grande
preocupacdo com o descarte (ATADASHI et al., 2011; SABUDAK et al., 2010).

De acordo com a resolugdo do Conama 430/2011, Art. 3, os efluentes de qualquer
fonte poluidora somente poderdo ser lancados, direta ou indiretamente nos corpos de agua,
apos o devido tratamento e, desde que obedecam as condi¢des, padrdes e exigéncias dispostos
nesta Resolucdo e em outras normas aplicaveis.

A lavagem a seco remove os contaminantes do biodiesel por adsor¢do ou atraves de
um leito de resina de troca i6nica, que tem a vantagem de produzir um volume pequeno de
efluente, utiliza menos espaco que a lavagem umida e diminui o tempo de producéo. Porém, o
uso de resinas de troca idnica ndo atinge as especificacbes de pureza, além dos custos
elevados e a regeneragdo das resinas de troca idnica ndo ser recomendada (SANTOS, 2014).

2.2. ENZIMAS

As enzimas sdo de elevada importancia nos processos biolégicos. Elas sdo
catalizadores bioldgicos, que participam de vérias reacdes bioquimicas, tendo como papel
fundamental o controle metabdlico. Estas moléculas aceleram reacdes, sendo extremamente
versateis, podendo ser utilizadas para substituir catalisadores quimicos como &cidos e
compostos causticos, que agridem o meio ambiente (ROCHA 2010; COELHO et al., 2008).
As enzimas podem ser obtidas através de fontes vegetais, animais e microbianas, presente em
diversos processos industriais como nas industrias papel e celulose, alimentos, bebidas,
detergentes, roupas, textil, medicamentos e mais recentemente, na producdo de
biocombustiveis, como o biodiesel e o bioetanol (RAMNATH, SITHOLE & GOVINDEN,
2016; MONTEIRO, 2009).

As enzimas sdo muito importantes nas industrias de processamento de alimentos.
Algumas das maiores aplicagbes industriais incluem a producdo de xarope de milho,
clarificacdo de bebidas, cervejaria, panificacdo, tenderizacdo de carne, e preparacdo de leite
deslactosado para pessoas com intolerancia a lactose (DAVIDS et al,, 2013). As enzimas

também sdo utilizadas na agricultura, no processo de silagem como alimento. A fermentagéo

12



reduz o pH da silagem, inibindo o crescimento de organismos deterioradores (ANGAJALA et
al., 2016; JOHNSON-GREEN et al., 2002).

Outras aplicacGes das enzimas sdo como biocatalisadores nos processos de producao
de biodiesel. Os biocatalisadores como as lipases vém demostrando uma tecnologia produtiva
e promissora, pois além de reduzir consideravelmente os custos de produgdo, o processo terd
uma base bioldgica e renovavel (BOTTON et al., 2018; DIAS et al., 2017; HAJAR &
VAHABZADEH, 2016; MADALOZZO et al., 2015; OLIVEIRA et al, 2012; OHE 2011;
FERNANDES et al., 2007; BARON et al., 2005).

As hidrolases sdo uma classe especial de enzimas que demonstram uma ampla
especificidade com relacdo ao substrato. Elas sdo capazes de hidrolisar peptideos, haletos,
amidas, bem como ésteres e triglicerideos (FOJAN et al., 2000).

Atualmente, as hidrolases sdo uma das classes de enzimas mais utilizadas em
biotecnologia (GURUNG et al., 2013), como por exemplo, as carbohidrases, proteases e
lipases. Estas hidrolases superam mais de 70% de todas as vendas de enzimas no mercado
mundial, que deve chegar a US $ 10,7 bilhdes até 2024 (GLOBAL MARKET INSIGHTS
2016; Ll et al., 2012).

As enzimas hidroliticas comp&em uma grande classe de enzimas responsaveis pela
catélise das reacGes de hidrolise de diversos substratos, tais como: proteinas, acidos nucléicos,
polissacarideos, lipidios, além de biomoléculas menores como aminoacidos, ésteres e fosfatos
organicos. Uma grande variedade de enzimas hidroliticas pode ser produzida pelos fungos
filamentosos e tem sido muito explorada tecnologicamente, com aplicacdo em varios setores
industriais (ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).

Dentre as enzimas hidroliticas, podemos citar as lipases (glicerol ester hidrolase E C.
3.1.1.3), que sdo biocatalisadores versateis capazes de catalisar diferentes reacGes, tanto em
meio aquoso como em meio organico, com teor de agua restrito (RODRIGUES et al., 2015;
OLIVEIRA et al, 2012; FERNANDES et al., 2007; BARON et al., 2005).

2.2.1. Lipases

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) séo enzimas hidrdliticas cuja sua
principal funcéo € a catalisar a hidrolise de triacilglicerois insoluveis, em acidos graxos livres,
mono, diacilglicerdis e glicerol. Além de sua fungdo natural, as lipases podem catalisar
reagOes de esterificagdo, interesterificacdo e transesterificagdo em meios ndo aquosos. As
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lipases constituem uma classe especial de carboxil éster hidrolases. J& as esterases sdo
enzimas que hidrolisam triacilglierdis de cadeia curta (menor que de 10 atomos de carbono)
(DOS SANTOS et al., 2016; LAGE et al., 2016; MESSIAS et al., 2011.; RIGO, 2010).
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Figura 5 Reaces de hidrdlise de um triacilglicerol catalisadas por lipase. Fonte: FUREBY et
al., 1997.

As lipases e as esterases catalisam a hidrolise e a sintese de ésteres. S&o enzimas
versateis que podem suportar processos industriais, pois sao estaveis em amplas faixas de pH,
elevadas temperaturas (enzimas termoestaveis) e a presenca de solventes organicos (GUPTA
et al., 2004). Elas também exibem caracteristicas de quimio, estereo e regiosseletividade que
sdo de interesse em aplicacdes, como a sintese de compostos opticamente puros (HAKI &
RAKSHIT, 2003). Sua flexibilidade catalitica, robustez e alta especificidade atraem muita

atencdo como biocatalizadores industriais.
2.2.1.1. Fontes de lipases

As lipases sdo podem ser obtidas a partir de microrganismos naturais ou
geneticamente modificadas e também a partir de fontes animais e vegetais. A principal forma
de producéo de lipases tem sido através de culturas de microrganismos, pois estes processos
apresentam maior facilidade de controle, maior capacidade produtiva e custo reduzido de
obtenc¢édo (BABICZ, 2009).

Um grande numero de fungos filamentosos tem sido estudado para a producdo de
lipases, sendo eles uma das mais importantes fontes de lipases para aplica¢Ges industriais,
pois as enzimas produzidas sdo extracelulares facilitando a extracdo do meio de cultivo

(SILVA et al., 2005). Séo inimeras as lipases fangicas existentes, porém as mais estudadas
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sdo os fungos do género Geotrichum, Aspergillus, Rhizopus e Penicillium (CARVALHO et
al., 2005; LIMA et al., 2001).

A lipase pode ser utilizada para acelerar a degradacao de residuos graxos, sendo que a
maioria das lipases microbianas industriais é produzida por fungos e de bactérias (SHARMA,
CHISTI & BANERJEE, 2001).

A producdo de lipase pode ser desenvolvida por dois métodos, por fermentacao
submersa (FS) ou por fermentacdo em estado solido (FES). Em sistemas de FES o
microrganismo cresce entre as particulas de um substrato organico sélido, com um minimo de
agua livre nos espacos entre as particulas de substrato. Assim, o substrato fermentado atua
como suporte para a enzima, sem a necessidade de uma etapa de extracdo prévia e
imobilizacdo do biocatalisador (KURGER, 2017; RODRIGUES et al., 2015; FERNANDES,
2007).

A FES é uma tecnologia de alto rendimento para a producdo de enzimas, pois esse
processo pode ser realizado em “in situ” e rejeitos industriais podem ser empregados como
fonte de nutrientes para o processo fermentativo. Na Fermentacdo em estado solido obtém-se
maiores rendimentos de producdo de lipases, quando comparada com a fermentacdo
submersa; esta vantagem ¢é atribuida a alta taxa de crescimento da biomassa e a baixa
atividade proteolitica (MARTINS, 2008). A FS é uma técnica bastante utilizada nos paises
ocidentais para a producdo de enzimas devido a facilidade de crescimento dos
microrganismos em condicdes controladas de pH e temperatura, além de facilitar a

recuperacdo das enzimas extracelulares (ORLANDELLI, 2012).

2.2.1.2. Aplicag0es industriais das lipases

As enzimas sdo utilizadas atualmente para uma variedade de aplicagdes industriais. O
mercado industrial de enzimas continua crescendo devido a implantagéo de novas tecnologias
de producéo, ao uso da engenharia genética na producéo e ao surgimento de novos campos de
aplicacdo. Na industria, as lipases microbianas tém um grande destaque devido sua
versatilidade e simplicidade na manipulacdo genética, resultando no menor custo na producéo.

A Tabela 1 apresenta as principais aplica¢@es industriais das lipases.

As lipases sdo utilizadas nas industrias alimenticias, detergentes, medicamentos e
tratamento de efluentes (LAGE et al., 2016; RAMNATH, SITHOLE & GOVINDEN, 2016;
COLLA etal., 2012; SINGH & MUKHOPADHYAY, 2012).
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No entanto, a capacidade hidrolitica das lipases vem sendo estudada em outros campos
de aplicagcdes, como na industria de couro; em processos de biodegradacdo e tratamento de
aguas residuarias (efluentes) ricas em gorduras, provenientes de fabricas, frigorificos,
laticinios, ou de industrias de refinacdo de 6leos e gorduras, que poluem solos e aguas; e na
indUstria de papel e celulose, para remoc¢do de material hidrofébico como as ceras que séo
indesejveis na manufatura de papel (KRUGER, 2017; ANGAJALA et al., 2016;
RAMNATH, SITHOLE & GOVINDEN, 2016).

Na induastria alimenticia, as lipases sdo utilizadas para modificar as propriedades
organolépticas do alimento, como textura e sabor; na producédo de flavorizantes, aromatizantes
e na maturacdo do queijo; e na modificacdo de 6leos vegetais na posicdo 2 do triacilglicerol
(PANDEY etal., 2013; COLLA et al., 2012).
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Tabela 2 Aplicacgdes industriais das lipases.

Setor

Aplicacgdes das lipases

Produto

Alimentos
Laticinio

Panificacdo

Bebidas

Processamento de derivados do
0VO0, carnes e peixes

Processamento de 6leos
Quimico
Quimica fina
Detergentes

Farmacéutico e Médico

Medicina

Cosmético
Analitico

Hidrolise da gordura do leite

Melhora sabor e qualidade,
prolongamento da vida til do
alimento

Melhora aroma e aumenta a
velocidade da fermentacéo, por
remocao de lipidios

Melhora a qualidade do ovo por
hidrolise dos lipidios,
desenvolvimento do aroma e
remocao de gordura

Transesterificacdo de 6leos
naturais, hidroélise de 6leos
Sintese de Esteres

Retirada de manchas de
gorduras de alimentos

Digestdo de 6leos e gorduras de
alimentos

Remocdo de Lipidios
Anadlise de triglicerideos no
sangue

Formacdo do aroma para
produtos lacteos

Confeitos e bolos

Bebidas alcodlicas como o
saqué, vinho e outras

Maionese, produtos embutidos.

Oleos e gorduras modificadas

Esteres

Detergentes

Digestivo

Cosméticos em geral
Diagnostico

Fonte: SALIHU & ALAM, 2015; SILVA, 2007; CASTRO et al., 2004.

2.3. BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo é uma tecnologia que utiliza microrganismos, plantas e enzimas
para decompor ou modificar poluentes do ambiente. Geralmente, os microrganismos
utilizados séo fungos, bactérias e leveduras, sendo uma alternativa viavel para o tratamento de
ambientes contaminados. Entre os microrganismos envolvidos neste processo estao presentes
representantes dos eucariotos e procariotos de varios géneros Atualmente ha uma grande

preocupacdo em desenvolver biotecnologias para descontaminar ambientes poluidos com
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moléculas organicas de dificil degradacdo e metais toxicos (ANDRADE et al., 2010;
GAYLARD, BELLINASO & MANFIO, 2005).

A biorremedicdo tem como objetivo o tratamento de areas contaminadas utilizando a
capacidade intrinseca dos microrganismos de degradar matérias organicas toxicas, tanto de
origem natural como compostos sintéticos. O processo de biorremediacdo varia de acordo
com o tipo de tratamento podendo ser classificada como “ex situ” ou “in situ”. No tratamento
“ex situ”, o material contaminado é retirado do seu local e é tratado em outro local. Na técnica
”in situ”, o tratamento é realizado no proprio local contaminado (SILVA & RONDON, 2013;
COELHO, 2005).

A técnica “in situ” apresenta vantagens em relagdo a “ex situ”, como o menor custo e
degradacdo ambiental, pois ndo ha remocdo do material contaminado para outro lugar
destinado para o tratamento. Os produtos finais de uma biorremediacdo eficaz sdo o gas
carbonico e agua, que ndo apresentam toxicidade para 0s organismos vivos. Entre as técnicas
mais utilizadas nos processos “in situ” na biorremediacdo encontram-se a intrinseca (ou

passiva), bioestimulacéo, bioaumentacdo, air sparging e bioventilacdo (LIMA, 2010).

2.3.1. Intrinseca

A biorremediacdo passiva ou intrinseca é uma técnica “in situ”, na qual o
contaminante permanece no local e, por meio de processos naturais, como biodegradacdo
(mecanismo natural de atenuacdo de contaminantes no ambiente); volatilizacdo (quebra da
molécula em compostos volateis); diluicdo (diminuicdo da concentracdo inicial do poluente) e
sorcao (adsorcdo do poluentes a parede celular microbiana ou a seus metabdlitos) ocorrem a
descontaminacdo do ambiente (PEREIRA et al., 2012).

A biorremediacdo passiva pode ser muito lenta, pois ela depende exclusivamente de
processos naturais, exige também o uso conjunto de outras técnicas e, obrigatoriamente, o
monitoramento do local por longos periodos de tempo, visando a protecdo da salde do

homem e do ambiente (JACQUES et al., 2007).

2.3.2. Bioestimulagao
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E uma técnica que visa aumentar a atividade microbiana da populacdo nativa pela
adicdo de nutrientes como fdsforo (P) e nitrogénio (N) e/ uso de estimulantes aumentando a
disponibilidade do contaminante. Esta técnica pode promover alteracbes ambientais do solo
como corrigir a umidade, o pH, e a aeracdes do solo obtendo melhores remocdes dos
poluentes (TOMASSONI et al., 2014).

2.3.3. Bioaumentacao

Esta técnica pode ser utilizada tanto in situ quanto “ex situ”. Ela consiste na adicéo de
microrganismos especificos em regides impactadas, sendo adequadas as condicGes do
ambiente em laboratério. Garantindo dessa forma que o consorcio adequado de
microrganismos estara presente em tipo, nimero e compatibilidade suficientes, a fim de
metabolizar o poluente de forma eficaz (MORAIS FILHO & CORIOLANO, 2016).

2.3.4. Air sparging

O Air Sparging ¢ um meio de remocdo e destruicdo do contaminante “in situ”. O
sistema de aeracdo “in situ” pode, também, favorecer a biodegradacdo aerébica de
determinados compostos por aumentar a quantidade de oxigénio dissolvido nas aguas.
Consiste na injecdo de ar na zona saturada do solo, permitindo a transferéncia da fase
dissolvida dos hidrocarbonetos volateis para a fase de vapor. Por outro lado, a injecdo de ar
também promove a biodegradacdo dos contaminates durante a migracdo dos volateis da zona
saturada para a zona ndo saturada do solo. Esta tecnologia é geralmente combinada com a de
extracdo a vapor, tal como anteriormente referido, para extrair a fase de vapor que se encontra
na zona néo saturada do solo e que nédo foi biodegradada (SILVA 2008).

Os fatores que podem limitar a aplicabilidade e eficiéncia do processo sao:
profundidade da contaminagdo e do nivel dagua local; tipos litologicos pouco permeaveis,
que impossibilitam a subida dos gases; a injecdo de ar deve ser projetada para condicOes
especificas e o fluxo de ar através da zona ndo saturada pode ndo ser uniforme, reduzindo a
performance da técnica. Esta tecnologia opera com altas taxas de fluxo de ar, a fim de se
manter contato constante entre a agua e 0 solo e propiciar maior aeracdo da agua subterranea
(COUTINHO et al., 2007)
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2.3.5. Bioventilacao

E uma técnica que consiste na adicdo de oxigénio no solo contaminado, estimulando o
crescimento dos organismos naturais e/ou introduzidos, sendo uma técnica eficiente quando
se trata de contaminantes degradaveis em meio aerdbio, porém deve manter condicGes
favoraveis como: a manutencdo do pH, a temperatura e o fornecimento de nutrientes
(CARNEIRO & GARIGLIO, 2010).

2.4. PARAMETROS DA QUALIDADE DA AGUA

O globo terrestre é composto por grande parte de 4gua, a mesmo cobre
aproximadamente 70% da sua superficie, liquido que se torna um dos recursos mais
abundantes do planeta devido a sua distribuicdo, porém apenas uma pequena parcela de toda a
agua existente é doce, que é a utilizada para 0 consumo humano, ainda necessitando da sua
adequacdo as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. E em consequéncia do aumento
econdmico, populacional, e a sua distribuicdo geogréfica, aceleram o processo de degradacao
dos recursos hidricos (SIQUEIRA, 2011)

A portaria 2914 (Brasil, 2011) traz algumas definicdes importantes para o
entendimento do estudo, sendo trés, muito importantes: padrdo de potabilidade, &gua potavel e
agua para consumo humano. O padrdo segundo a portaria sdao parametros com valores
definido pela mesma para uma boa qualidade da agua, a agua potavel € um afluente que
atenda a todos aos parametros contidos na portaria e que ndo ofereca riscos com a sua
ingestdo e a agua para consumo humano é aquela destinada a ingestdo, higiene pessoal,
preparo e producéo de alimentos.

Segundo um informe técnico do Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE) (2009),
existem doencas causadas pelos contaminantes presentes nas aguas, sdo doencas relacionadas
a transmissao hidricas, ou seja, sdo causadas pela ingestdo de agua ndo tratada, podendo ser
de minas, pogos, bicas ou de &gua mineral que tenha a fonte contaminada. As principais
doencgas causadas pela ingestdo da agua contaminada sdo a cdlera, febre tifoide, hepatite A,
além de doencas diarréicas, provocadas por bactérias como Escherichia Coli e Shigella.

A poluicéo € definida pela Lei n. 6938/81, art. 3°, Ill, como resultado de atividades
que direta ou indiretamente prejudiquem a saude, a seguranca e 0 bem-estar da populagéo,
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criem condigOes adversas as atividades sociais e econdmicas, afetem desfavoravelmente a
biota, afetem as condicOes estéticas ou sanitarias do meio ambiente, lancem matérias ou
energia em desacordo com os padrdes ambientais estabelecidos.

Faustino (2011) diz que 90% do esgoto produzido dentro do territorio brasileiro, é
despejado em rios, lagos e mares, sem nenhum tratamento prévio. Além do grande problema
das faltas de politicas brasileiras voltadas para o0 saneamento basico, também temos grandes
problemas com a distribuicdo do saneamento. Ainda de acordo com a autora, para cada mil
litros de agua que séo utilizados, cerca de outros 10 mil séo poluidos.

Entdo de acordo com Richter e Neto (2005) um dos erros mais comuns ao se analisar
uma &gua, é considerar o resultado, baseado em apenas uma Unica analise da &gua, pois, a
qualidade tende a variar com o tempo e com o local analisado, deve-se entdo praticar analises
periddicas a fim de garantir um resultado satisfatorio, pois a sua repeti¢do, tende a amenizar a

variagdo dos resultados.

2.4.1. Parametros fisicos

A caracteristica fisica esta relacionada aos solidos presentes na &gua, vista de uma
maneira geral, como ndo sendo um parametro muito importante, pois os parametros atrelados
a essa caracteristica sao muitas vezes relacionados a estética da agua, 0s parametros sdo: cor,
turbidez, sabor e odor. (TELLES & COSTA, 2010).

De acordo com Richter e Netto (2005) as caracteristicas fisicas ndo demonstram tanto
importancia em aspecto sanitario, e apresentam uma facilidade em se determinar os
parametros. As caracteristicas quimicas é de extrema importancia para o ponto de vista
sanitario, sdo identificadas através de analises e 0s seus resultados sdo expressos geralmente
substancia mg L. As caracteristicas bioldgicas sdo importantes no abastecimento, pois

muitos microrganismos quando presentes no corpo hidrico causam transmissdes de doencas.
2.4.1.1. Cor
Para Von Sperling (2005) a cor é uma representacdo da coloracdo presente na agua,

causada naturalmente pela decomposicdo de matérias organicas, e antropogenicamente pelos

residuos industriais e de esgotos domésticos, assim como o sabor e 0 odor.
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A coloragdo ndo representa um risco a salde, porém a confiabilidade do consumidor
da 4gua, ainda afirma que existe uma grande diferenciagdo entre cor aparente e cor
verdadeira, sendo que a aparente esta ligada parcialmente a turbidez, que quando a mesma €
removida, obtém-se a cor verdadeira. Segundo Richter e Netto (2005), a agua é ausente de
cor, sendo que a alteracdo da cor da mesma se da pelo material que se encontra dissolvido e
pela quantidade do mesmo.

O pH é extremamente ligado a cor, quanto menor for o pH, ou seja, mais acido, mas

facil é a remocao da cor, porém quanto maior for, mais intensa sera a cor.

2.4.1.2. Turbidez

A turbidez é uma caracteristica da agua devido a presenca de materiais solidos em
suspensdo, que reduzem a sua transparéncia. Pode ser provocada também pela presenca de
algas, plancton, matéria orgénica e muitas outras substancias como o zinco, ferro, manganés e
areia, resultantes do processo natural de erosdo ou de despejos domésticos e industriais
(NOVICKI & CAMPOS 2016).

A turbidez tem sua importancia no processo de tratamento da agua. Agua com turbidez
elevada e dependendo de sua natureza, forma flocos pesados que decantam mais rapidamente
do que &gua com baixa turbidez. Também tem suas desvantagens como no caso da
desinfeccdo, que pode ser dificultada pela protecdo que pode dar aos microrganismos no
contato direto com os desinfetantes. E um indicador sanitario e padrdo de aceitacdo da agua
de consumo (PALUDO, 2010).

2.4.1.3. Sabor e odor

Para Richter e Netto (2005), o sabor e 0 odor s@o muito dificeis de serem avaliados.
Eles estdo associados a sensacOes e, por isso estdo alocadas ao mesmo parametro, pois
geralmente o sabor é originado do odor que exala. O autor ainda confirma que esse parametro
sofre variacdo em relacdo as impurezas que estdo dissolvidas no corpo hidrico, geralmente de
natureza organica. Os autores sugerem que a areacdo pode ser eficaz, em outros casos €

necessario a utilizacdo de carvéo ativado para adsorver os compostos causadores de odor.

22



Von Sperling (2005) reafirma que € uma interacdo associada entre sabor e odor que
sdo alterados por fatores naturais, quanto antropogénicos. Estes parametros fisicos ndo sdo

muito importantes, pois ndo representa riscos a saude.

2.4.1.4. S6lidos

De acordo com Von Sperling (2005), os s6lidos que estdo presentes nas aguas Sao
gerados em boa parte pelos contaminantes, sendo que se exclui os gases dissolvidos. Eles
podem ser separados pelas caracteristicas fisicas pelo seu tamanho e estado, ou pela
caracteristica quimica.

A sua classificacdo de acordo com a caracteristica fisica é: solidos em suspenséo (SS),
solidos coloidais (SC), sélidos dissolvidos (SD). Sendo o (SS) responsavel pela turbidez e o
(SD) responsavel pelo estado da Cor da agua.

As caracteristicas quimicas sdo representadas por dois tipos de matérias, sendo as
organicas e as inorganicas, onde os sélidos submetidos a altas temperaturas (55 °C) terdo os
solidos organicos volatilizados e os inorganicos nao. A resolucdo do CONAMA 300/2011
indica um limite de 500 mg L™ de sdlidos dissolvidos totais e a portaria do Ministério da
Satide 2914/11 um valor maximo permitido de 1000 mg L.

2.4.2. Parametros quimicos

As caracteristicas quimicas sao referentes as substancias que se encontram dissolvidas
na agua e que causam alteracdes nos parametros: potencial hidrogeniénico (pH); alcalinidade;
acidez; dureza; ferro; manganés; cloretos; nitrogénio; fésforo; oxigénio dissolvido; matérias
organicas; metais pesados e também micropoluentes. Considerado uma das caracteristicas
mais importantes, a presenca de micropoluentes na agua pode ter consequéncias indesejaveis
sobre 0 ecossistema e o0 afluente (TELLES & COSTA, 2010).

2.4.2.1. Potencial hidrogenidnico (pH)

O pH é definido como o co-logaritmo da atividade do ion hidrogénio (- log [H']). A

acidez ou a alcalinidade de uma solucéo é indicada pelo valor do pH, sendo o pH = 7,0 uma
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solucdo neutra; pH < 7,0 uma solucdo acida e pH >7,0 uma solugdo alcalina (VON
SPERLING, 2005).

A determinacdo do pH baseia-se na atividade dos ions hidrogénio por meio da medida
potenciométrica utilizando-se um eletrodo de vidro e um de referéncia ou um eletrodo de
vidro combinado (ZENEBON et.al., 2008).

2.4.2.2. Dureza

Para Richter e Netto (2005) a dureza da agua € devido a presenca de ions metalicos,
sendo célcio, magnésio, ferros e do estroncio. A caracteristica da dureza é a capacidade de
impedir que haja formacdo de espumas. O autor ainda destaca que ela é representada por
carbonato de calcio (CaCOs3) podendo ser classificadas de duas maneiras, pelos ions metalicos
e pelos anions associados com os ions metalicos.

A Tabela 3 apresenta a classificacdo da dgua de acordo com o grau de dureza.

Tabela 3 Nomenclatura aferida ao grau de dureza

Nomenclatura Quantidade
Moles Dureza inferior a 50 mg L™ em CaCOs
Dureza Moderada Dureza entre 50 a 150 mg L™
Duras Dureza entre 150 a 300 mg Lt em CaCOs
Muito duras Dureza superior a 300 mg L™* em CaCOs

Fonte: Richter e Netto (2005).

Ainda de acordo com os autores Richter e Netto (2005), a agua dura; ndo representa
um risco a saude.

De acordo com Telles e Costa (2010), a dureza é associada a presenca de sais alcalinos
terrosos que estdo dissolvidos nas aguas. Para VVon Sperling (2005) as areas que apresentam
adguas com um grau maior de dureza, apresentam menores incidéncias de doencas

cardiovasculares.
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2.4.2.3. Ferro e manganés

Para VVon Sperling (2005), o ferro (Fe) e 0 manganés (Mn) presentes em uma grande
quantidade de solos encontram-se de forma sollveis (Fe** e Mn*"). Caso haja auséncia de
oxigénio dissolvido na agua eles passam para uma forma reduzida (Fe?* e Mn?*). Caso haja
presenca dessa forma reduzida na agua e ela seja exposta ao atmosférico, o Fe e 0 Mn sofrem
oxidacdo e voltam a sua forma solivel, causando manchas em roupas e coloracao na agua.

De acordo com Richter e Netto (2005) as associagdes do Fe com o Mn podem causar
muitas vezes uma alteracdo ao sabor, conferindo um sabor amargo a agua, coloracdo
amarelada e aumentando a turbidez da agua. Isso ocorre em decorréncia da precipitacdo do
mesmo, sendo muito prejudicial para empreendimentos como lavanderias e industrias de
bebidas gaseificadas.

Segundo Telles e Costa (2010) o fdsforo existe em duas formas, sendo elas as
organicas e as inorganicas. Para VVon Sperling (2005) ele apresenta varias formas na agua,
sendo: fosfato, polifosfato e fosforo organico. Nao apresenta uma grande importancia em
relacdo ao abastecimento, porém por ser um elemento indispensavel para o desenvolvimento
de algas, pode ocorrer uma proliferacdo demasiada dessas algas, ocasionando o problema de
eutrofizagdo no corpo hidrico.

2.4.2.4. Nitrogénio

De acordo com Von Sperling (2005), o ciclo de nitrogénio dentro da biosfera, alterna-
se entre vérias formas e oxidacGes. Nos corpos hidricos pode ser encontrado em varias
formas, como: nitrogénio molecular (N2), nitrogénio organico, aménia (NHz em estado livre e
NH4" quando ionizada), nitrito (NO2) e nitrato (NO3").

A presenca de NHs, NO2 e NOgz™ indica a polui¢do. Sdo originados por fatores naturais
como parte da composi¢do celular de microrganismos, ou a partir das proteinas ou compostos
bioldgicos, causado de forma antropica com o despejo incorreto de residuos domésticos e
industriais e também por fertilizantes utilizados na agricultura.

Para Richter e Netto (2005) a presenca de nitrogénio no corpo hidrico pode indicar

duas situacbes de uma poluicdo por descarte de esgoto proxima, caso contenha presenca de
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nitrogénio organico e amonia, ou longe caso haja nitrato. Segundo o autor, iSSo ocorre porque

0 nitrato € a ultima etapa da oxidag&o do nitrogénio.

2.4.2.5. Oxigénio Dissolvido

Para Richter e Netto (2005) determinar o teor de oxigénio dissolvido (OD) é um dos
fatores mais importantes no controle de qualidade da agua e Barbara (2006) afirma que “o
oxigénio dissolvido ¢ um dos constituintes mais importantes no meio aquatico”. Ainda de
acordo com Barbara (2006) pode-se dizer que o oxigénio dissolvido apresenta ser um étimo
indicador da capacidade que o leito hidrico tem em fazer o processo de autodepuracdo das
cargas de substancias que ele recebe. Alguns fatores influenciam na quantidade de OD que
estdo presentes nos corpos hidricos, sendo ela a temperatura, a pressdo atmosfeérica, altitude e

a salinidade.

2.4.2.6. Demanda bioguimica de oxigénio (DBO)

Segundo Barbara (2006) a demanda bioguimica de oxigénio (DBO) é uma
determinacdo do oxigénio dissolvido que € consumido pelos microrganismos para que se
possa ser feito o processo de oxidacdo da matéria organica biodegradavel. Ainda diz que a
DBO, sempre serd de maneira inversa a quantidade de oxigénio dissolvido que esta presente
no ecossistema. Telles e Costa (2010) complementam que a DBO é um processo medido em 5
dias, em uma incubacdo a 20°C. E a medicdo do oxigénio utilizado pelos microrganismos

durante esses cinco dias para estabilizacdo bioquimica dos materiais organicos.

2.4.2.7. Demanda bioquimica de oxigénio (DQO)

Demanda quimica de oxigénio (DQO) é um indicador de materia organica baseado na
concentracdo de oxigénio consumido para oxidar a matéria organica, biodegradavel ou néo,
em meio &cido e condi¢Ges energéticas por acdo de um agente quimico oxidante forte
(VALENTE, 1997).

A DQO ¢ importante na quantificacdo da materia organica em despejos, sendo sempre
maior ou igual a DBO, em virtude da maior facilidade com que grande nimero de compostos

podem ser oxidados quimicamente do que por microrganismos (PARRON, 2011).
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2.4.2.8. Oleos e graxas

Sdo gorduras, esteres, geralmente oriundos de residuos industriais, efluentes de
oficinas mecénicas entre outros. O despejo incorreto contribui para 0 aumento de matérias
graxas nos corpos d’agua. A presenca de Oleos e graxas diminui a area de contato entre a
superficie da agua e o ar atmosférico, impedindo a transferéncia do oxigénio da atmosfera
para a agua. A presenca de dleos e graxas reduz o oxigénio dissolvido e eleva a BDO e a
DQO causando alteracdo do ecossistema aquatico (TAVARES, 2009).

A andlise de teor de 6leos e graxas (TOG) é de suma importancia para o parametro de
qualidade da &gua sendo utilizadas para ter o controle dos descartes de 6leos e graxas nas
aguas. E um parametro requerido pela legislacdo e um componente importante no controle
dos processos industriais.

A Resolucdo CONAMA 430/2011. Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente
poderdo ser lancados, direta ou indiretamente, nos corpos de agua desde que obedecam as
seguintes condicOes para Oleos e graxas: 6leos minerais até 20 mg L™*; Oleos vegetais e

gorduras animais até 50 mg L.

2.4.2.9. Toxicidade

O teste de toxidade € realizado em condicGes especificas. Este teste € utilizado para
estimar a toxicidade de substancias, efluentes industriais e amostras ambientais como uma
ferramenta importante para avaliar a qualidade das aguas e a carga poluidora de efluentes.

As analises fisico-quimicas tradicionalmente realizadas, como a demanda quimica de
oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), sdlidos suspensos, concentraces
de metais e de outras substancias de carater organico ou inorganico, cujos limites encontram-

se estabelecidos nas legislacfes ambientais. (COSTA et, al., 2008)

3. JUSTIFICATIVA PARA A ESCOLHA DO MICRORGANISMO

A linhagem fungica de Penicillium sumatrense, empregada nesse estudo foi isolada
das folhas de mamona (Ricinus communis L.) e identificada por sequenciamento de DNA
ribossomal, de acordo com a metodologia descrita por Stringari (2009). Esta é uma enzima
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nova, produzida por uma linhagem selvagem isolada das folhas de mamona (Ricinus
communis L.). Poucos trabalhos foram encontrados na literatura utilizando-se o fungo
Penicillium sumatrense isolado das folhas de mamona (OLIVEIRA, 2013; RODRIGUES et
al., 2015).

A escolha por este microrganismo foi devida a algumas caracteristicas importantes
apresentadas pela lipase por ele produzida. Estudos prévios (Oliveira, 2013) demostraram que
a producéo de lipases foi de 3183 U (31,83 U gSS™?) em 100 g de substrato (girassol), frente
ao método titulométrico. A atividade lipolitica produzida no meio de fermentacdo € alta
qguando comparada com a produzida por outros microrganismos selvagens (Penicillium
aurantiogriseum 13 U mLem 72 h e Penicillium corylophilum 7 U mL™ em 120 h (LIMA et
al., 2003; BARON, 2003).

Em estudos prévios, realizados pelo nosso grupo de pesquisa verificou-se que a
atividade da lipase produzida pelo fungo Penicillium sumatrense isolado das folhas de
mamona (Ricinus communis L.) foi elevada. Nos estudos utilizando-se o crambe (Crambe
abyssinica hochst) como substrato a atividade foi de 243 U (24,3 U gSS™?) (KRUGER, 2017)
e com o girassol utilizado neste trabalho foi de 678 U (67,8 U gSS™), todos em 10 g de
substrato.

Estes resultados justificam a continuidade dos estudos da lipase de Penicillium
sumatrense visando avaliar 0 uso dos processos de biorremediacdo de efluentes com alto teor
de gordura, como os das industrias de producédo de biodiesel, para potencializar ainda mais 0s
resultados ja obtidos.

Outro aspecto importante e que justifica este trabalho é que esta pesquisa é inédita.
Né&o foram encontrados artigos cientificos e patentes relacionados ao tema relacionado nesta
pesquisa.

A producdo de enzimas por FES e a aplicacdo direta dos biocatalisadores produzidos
na biorremediacéo de efluentes com alto teor de gordura, justificam plenamente este trabalho,
considerando o aumento dos volumes de residuos agroindustriais e efluentes gerados nas
indUstrias, associado a crescente preocupacdo com o0s impactos ambientais destes e uma

legislacdo ambiental cada vez mais rigida.
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3. OBJETIVOS

Avaliar a biodegradacédo de 6leos e graxas em efluentes de &gua residuéria de lavagem
do biodiesel, por meio de lipase flngica de Penicillium sumatrense obtida através do processo
de FES (Fermentacdo em Estado Solido).

Objetivos Especificos

e Caracterizar as aguas da lavagem do biodiesel antes e ap6s a biorremediacdo em relacéo a:
pH, turbidez, toxidade, demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) e bleos e graxas;

¢ Avaliar a eficiéncia do tratamento através da biorremediacao;

e Avaliar a capacidade da lipase produzida pelo fungo Penicillium sumatrense em

biodegradar contaminantes;

e Avaliar a qualidade da 4gua de lavagem para fins de lancamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Estadual do Oeste do Parana, no
Centro de Engenharia e Ciéncias Exatas- Campus Toledo se utilizando dos Laboratorios de
Microbiologia e Laboratorio de Processos de Separacgéo.

4.1. REAGENTES

Foram utilizados reagentes de grau analitico como n-heptano (Neon, 99 % de pureza),

tolueno (Sigma- Aldrich, 99,7 % de pureza).

4.2. MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi uma cepa fungica endofitica isolada das
folhas de mamona (Ricinus communis L.), identificada como Penicillium sumatrense.

O fungo endofitico Penicillium sumatrense ja esta identificado por sequenciamento de
DNA ribossomal, de acordo com metodologia descrita por STRINGARI (2009).

4.3. ESTERILIZACAO DOS MEIOS E EQUIPAMENTOS

Para garantir condicbes estéreis de crescimento dos micro-organismos, 0S mMeios
solidos de propagacdo, do inoculo e de producdo, bem como todos os materiais utilizados

foram esterilizados em autoclave a 121 °C, durante 15 minutos.

4.4. ESTOQUE E MANUTENCAO DAS LINHAGENS

Para a manutencao, realizada a cada quatro meses, o fungo Penicillium sumatrense, foi
incubado em meio BDA — cloridrato de tetraciclina (250 mg L™ de meio BDA) em tubos
inclinados e placas de Petri. O fungo foi incubado em estufa a 27°C por quatrorze dias. Apds
o crescimento, o fungo foi transferido e estocado em tubos estéreis contendo agua esteéril
(CASTELANI, 1967). A cepa foi entdo armazenada, sob refrigeracéo, a 4°C.
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4.5. COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DOS SUBSTRATOS

A composicao centesimal das sementes de girassol, como umidade, cinzas e teor de
o6leo foi determinada nos Laboratérios de Microbiologia e Quimica da Universidade Estadual
do Oeste do Parana.

4.5.1. Determinacédo do teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com o método descrito conforme
Zenebon et. al (2008). As amostras foram trituradas até a formacdo de um po6 fino. Em
seguida, suas massas (aproximadamente 1 g) foram acrescentadas em cadinhos, tratados em
mufla a 650°C pesados anteriormente, utilizando balanca analitica. Entdo foi colocado em
uma estufa a temperatura de 110°C por 1 hora. Colocou-se em um dessecador até atingir a
temperatura ambiente, posteriormente, submetidas a nova pesagem até a obtencdo do peso

constante. Essas medidas foram realizadas em triplicata para cada amostra.

4.5.2. Determinac&o do teor de Cinzas

A determinacdo quantitativa das cinzas totais foi realizada também de acordo com o
método descrito por Zenebon et. al (2008). Para isso, foram pesados aproximadamente 1 g do
substrato, transferido para cadinhos de porcelana previamente calcinados, arrefecidos e
pesados. Apo6s a distribuicdo uniforme das amostras nos cadinhos, as mesmas foram
incineradas na temperatura de 700°C por 3 horas. Apds esta etapa foram calculadas as
percentagens de cinzas em relacdo ao substrato que foi submetido ao processo de secagem.

Essas medidas foram realizadas em triplicata para cada amostra.

4.5.3. Determinac&o do teor de Oleo

Para a determinacéo do teor de dleo foi utilizado o extrator de Soxhlet, onde a amostra
foi pesada em balanca analitica e transferida para um cartucho tampado com algoddo. O
cartucho foi colocado em um extrator, encaixado em um baldo volumétrico. Sobre o cartucho,
foi vertido o solvente, responsavel pela extracdo dos 0leos. O condensador foi conectado e a

manta de aquecimento ligada. O tempo de extracdo foi de 6 horas ap6s o inicio da ebulicao.
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Apos a amostra foi secada com a evaporacao do solvente e novamente pesada (ZENEBON et.
al, 2008).

4.6. PRODUCAO DA LIPASE

Para a producdo da enzima, foi utilizado como substrato, o farelo de semente de
girassol (FSG), sem adicdo de indutores.

Foram determinadas as melhores condicdes de crescimento e de producgédo da enzima
previamente pelo grupo de pesquisa da Prof®. Dr®. Maria Luiza. Foram estudadas as seguintes
variaveis: (1) granulometria do substrato; (2) umidade do substrato; (3) tempo do cultivo.
Nestes estudos, as fermentacGes foram analisadas em termos de producdo de atividade
lipolitica, medida usando o método titulométrico (item 4.9.1) e expressa como Unidades por
grama de sélido fermentado (U gss™).

4.6.1. Preparacdo dos Substratos

Nestes estudos utilizou-se um substrato com alto teor lipidico, o farelo de semente de
girassol (Helianthus annuus), adquirido em uma Agropecuaria de Toledo, Parana. Este
substrato foi previamente seco a 55-60 °C em estufa por 24 horas. Depois de secos, 0s
substratos foram moidos, tamisados e embalados em sacos plésticos, sendo utilizadas as
fragbes do farelo de semente de girassol com granulometria entre 1,19 mm (16 Mesh) e 2,0
mm (10 Mesh) de didmetro para os estudos de FES, segundo KRUGER (2017) e
FERNANDES (2007).

4.6.2. CondicOes de Cultivo no Meio Solido

Para avaliar a producdo da enzima, utilizou-se como substrato o farelo de semente de
girassol (FSG).

Os ensaios de FES foram realizados conforme metodologia descrita por Fernandes
(2007). Para a preparacdo do indculo foram utilizados frascos de Erlenmeyers de 250 mL
contendo 0 meio BDA — cloridrato de tetraciclina (250 mg L™ de meio BDA). O fungo foi
incubado em estufa a 27°C por sete dias. Apds o crescimento foi feita a maceracdo do meio
através de pedras de porcelana e adicao agua estéril no material e solubilizado.
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Para a FES foram utilizados Erlenmeyers de 1000 mL, contendo, 75 g de substrato
FSG, com granulometrias de 10 e 16 Mesh e teores de umidade de 60 %, utilizando-se tampéo
fosfato pH 7,0 (50 mM). Os experimentos foram realizados em triplicata.

Apbs o preparo, os substratos foram inoculados assepticamente com o in6culo (108
esporos g ! de substrato seco), variando-se a quantidade final no meio sélido. Em seguida, os
solidos foram incubados em estufa a 27°C durante 24, 48, 72, 96 e 120, 144 e 168 horas. A
producdo de lipase foi acompanhada pela dosagem da atividade lipolitica (método
titulométrico) no material fermentado. A atividade lipolitica é expressa como unidades de

atividade enzimatica por grama de solido fermentado (U gss™).
4.6.3. Secagem do Soélido Fermentado

Os solidos fermentados foram congelados a 0 °C por 24 horas para interromper o
crescimento fangico. Ap6s esse periodo, foram secos em estufa em circulagdo de ar por 48
horas & 30 °C, acondicionados em embalagens plésticas e armazenados em geladeira.
4.7. EFLUENTE

O efluente utilizado neste estudo foi cedido por uma Industria de biodiesel na regido
Noroeste do Parana. Os principais produtos desta empresa sdo biodiesel, farelo de soja, gréos,
borra e glicerina.
4.7.1. Caracterizacdo do Efluente

Para a caracterizacdo do efluente foram realizadas analises fisico-quimicas inicias do
efluente gerado pela lavagem do biodiesel, quanto aos pardmetros de demanda quimica de

oxigénio (DQO); demanda bioquimica de oxigénio (DBO); solidos totais (ST); turbidez; pH;

cor; determinacdo de 6leos e graxas (Tabela 4).
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Tabela 4 — Variaveis estudadas com os métodos de analise e a metodologia utilizada.

PARAMETRO UNIDADES METODO PROTOCOLO OUTRA
APHA 2012 METODOLOGIA
DQO mg O, L? Colorimétrico 5220 B
DBO mg O, L Colorimétrico 5210 B
ST mg L* Gravimétrico 2540 D
0&G mg L*? Gravimétrico por - SUEHARA et al.,
Centrifugacgéo 2005.
TURBIDEZ UNT Nefelométrico 2130 B
pH - Potenciométrico 4500-H B

4.8. BIORREMEDIACAO

Os estudos de biorremediacdo foram utilizados o s6lido fermentado contendo a lipase

por adicdo direta.

4.8.1. Adico Direta do Material Fermentado

Nestes experimentos, a enzima foi produzida por FES com o farelo de semente de
girassol (Helianthus annuus) utilizando granulometria entre 10 Mesh (2 mm) e 16 Mesh (1,19

mm) e umidade de 60%.

4.8.1.1. Ensaios utilizando a enzima produzida com o FSG

O processo de biorremediacéo foi realizado em triplicata utilizando-se erlenmeyers de
250 mL, 10,0 g de sélido fermentado com atividade de 67,86 U gss™ (678,6 U) para 100 mL
do efluente. As amostras contendo a enzima foram deixadas no shaker, sob agitagéo de 150
rpm a 37°C no periodo de 30 dias, sendo retiradas amostras a cada 7 dias para analises. O
objetivo desta etapa é verificar qual o tempo necessario de biorremediacéo para a reducéo de

0leos e graxas.
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4.8.1.2. Determinacéo da razdo de biodegradabilidade do efluente (DBOs/ DQO)

A razdo de biodegradabilidade estima a biodegradabilidade do efluente através da
relacdo da matéria organica prontamente biodegradavel e matéria organica total, representada
por DBO5/DQO (ALBERTON, 2010).

4.9. METODOS ANALITICOS
4.9.1. Determinacdo de Atividade Lipolitica- Método Titulométrico

Neste método, utiliza-se o 6leo de oliva como substrato para os ensaios de atividade
frente a triacilglicerdis. Contudo, a determinacdo da atividade de lipases por titulometria é
baseada no método proposto por Stuer et al. (1986), com modificacbes, segundo
FERNANDES (2007). O meétodo baseia-se na titulagdo com NaOH dos acidos graxos
liberados pela acdo da enzima a partir dos triacilglicerois.

O meio reacional para o substrato é previamente preparado na forma de emulsdo. A
emulsdo € composta por solucdo de Tampdo fosfato pH 7,0, goma arébica 10 % e pelo
substrato 6leo de oliva (1,0 mM). Os &cidos graxos liberados do substrato emulsificado pela
acdo da enzima a 37°C e pH 7,0 por 20 mimutos, foram titulados com NaOH 50 mmol L.
Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a liberacdo de 1 umol de acido graxo
por minuto, nas condi¢des do ensaio. A atividade lipolitica foi determinada segundo a
Equacéo 1.

Equacdo 1 Célculo da Atividade

[(AV/At)] x[N(NaOH )] x Fcx (60 =g )
A= 1000 mL x 1 min

Onde :
A : Atividade Enzimatica (U/gSS — Unidades por grama de substrato seco)
AV : Variacao dos volumes obtidos em cada tempo de fermentacéo

At : Variacao do tempo das fermentacdes realizadas
35



N : Normalidade da solucgéo de hidréxido de sodio
Fc : Fator de correcéo obtido da padronizagédo da base
4.9.2. Analises em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de

Energia Dispersiva (EDS)

As micrografias do substrato (semente de girassol) antes e apds a fermentacéo (pico
méaximo de producdo de enzima), foram obtidas por um microscopio eletrénico de varredura
(Tescan Vega 3) do LABCATPROBIO/UFPR/Campus Palotina. As amostras foram,
anteriormente, cobertas com uma fina camada de ouro por um metalizado e depois fixadas em
um suporte de amostra por meio de uma fita de carbono. Além das imagens, o equipamento
contém um sistema de espectroscopia de raios X de energia dispersiva (EDS) (Penta FET
Precision - Oxford), que permite uma avaliagdo semi-quantitativa da composicao quimica
(RIBEIRO et al., 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO

As anélises foram realizadas nos laboratério de Microbiologia e Bioquimica da
Universidade Estadual do Oeste do Parana, em Toledo-PR.

As sementes de girassol (Helianthus annuus), foram adquiridas na regido de Toledo-
Parana, no comércio local de Toledo, sendo submetidas a um processo de analise e avaliacdo
das suas caracteristicas fisico quimicas de acordo com os procedimentos descritos por
ZENEBON et al. (2008).

PARAMETRO UNIDADES VALOR DESVIO
MEDIO PADRAO
Cinzas mg O, L 3,51% 0,34
Umidade mg O, L 4,44% 0,17
Teor de 6leo mg L*? 48,9% 0,12

Esses resultados demonstram que o girassol (Helianthus annuus), é um substrato
viavel, de baixo custo e de facil obtencdo para a producdo de lipases fungicas, logo tornando
6tima opcao para a fermentacdo e producdo de enzimas.

Outras vantagens do uso do girassol (Helianthus annuus) é que o proprio material
fermentado pode ser utilizado como suporte para a enzima, sendo empregado diretamente no

meio reacional, como sera demonstrado em experimentos posteriores neste trabalho.

5.2. ESTUDOS DE PRODUCAO DE LIPASES DE Penicillium sumatrense POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

5.2.1. Cinética de Producdo da Enzima

Nos estudos prévios avaliou-se a cinética de producdo de lipases de Penicillium
sumatrense, utilizando-se semente de girassol como substrato, durante 144 h de fermentacéo,
a 27 °C, 60 % de umidade e granulometria do substrato entre 10 Mesh (2 mm) e 16 Mesh
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(1,19 mm). Os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores de atividade lipolitica
foram obtidos pelo método titulométrico. Os resultados s&o apresentados na Figura 6.
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Figura 6 Cinética de producéo de lipase flngica de Penicillium sumatrense por fermentag&o no estado solido
(FES). Os ensaios foram realizados com umidade de 60 %. Experimentos realizados em triplicata com
temperatura de 27°C.

Os resultados mostraram que inicialmente houve um aumento de atividade lipolitica
com o tempo de fermentacdo (Figura 6), devido ao maior crescimento do microrganismo por
maior disponibilidade de substrato. A maior atividade lipolitica (67,86 U gss™ ou 678,6 U) foi
obtida ap6s 96 h de fermentacéo.

Apds o tempo de 96 h, nota-se uma diminuicdo dos valores de atividade lipolitica,
provavelmente devido a diminuicdo da fonte de carbono dos 6leos presentes no substrato
(12,5%).

Analisando-se o teor dos Oleos presentes no substrato, segundo ZENEBON et.al.
(2008), verificou-se que no inicio da fermentacdo o valor era de 48,87 % e apds 96 h de
fermentacdo o valor reduziu para 12,5 %.

A queda na atividade lipolitica ocorre porque o fungo comeca a produzir proteases
para processar as outras fontes de carbono menos abundantes. Essas proteases sdo capazes de
hidrolisar as ligagbes peptidicas presentes em proteinas e outras enzimas, desnaturando e
diminuindo a concentracdo de lipases (OLIVEIRA, 2013)

A fermentacédo no estado sélido (FES) apresenta uma série de vantagens para o cultivo
de fungos, pois além de fornecer os nutrientes para o desenvolvimento microbiano ainda

apresenta um ambiente ideal para o crescimento. O ambiente sélido e Umido favorece o
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crescimento micelial, pois os fungos geralmente necessitam de uma superficie a qual possam
se aderir (BARRIOS- GONZALES, 2012).

Um parametro importante para o crescimento e atividade microbiana no substrato é o
tamanho das particulas (granulometria). Normalmente particulas menores fornecem uma
grande superficie de contato com o microrganismo, mas resulta num baixo crescimento dos
fungos. Em contrapartida, particulas maiores fornecem melhor aeragdo, troca gasosa e
dissipacdo do calor, mas limitam a superficie de contato para o microrganismo. Portanto, a
granulometria do substrato deve ser selecionada de acordo com cada processo em particular
(PANDEY et al., 1999).

Entre todos os parametros que influenciam o processo fermentativo, a agua apresenta
papel de destaque na FES em virtude do elevado grau de interagdo com o0s componentes
solidos, sendo que ndo ha liquido livre no sistema (PANDEY et al., 1999).

O teor de umidade pode influenciar o estado fisico do substrato, a disponibilidade e a
difusdo de nutrientes e a troca de oxigénio e de CO2 no meio. O elevado teor de umidade
inicial pode afetar o crescimento do microrganismo, pois a porosidade do meio e a difuséo de
oxigénio sao reduzidas, dificultando a formacdo do produto. Por outro lado, em baixos teores
de umidade inicial, a producdo enzimética também pode ser reduzida porque o fungo sofre
modificagdes na membrana celular, conduzindo a limitacbes de transporte e afetando o
metabolismo microbiano.

Quando a fermentacdo é conduzida com um alto indice de agua livre, com uma
umidade superior a 70%, permitindo que o fungo desenvolva suas estruturas organicas no
interior da matriz de particulados do substrato, a fermentacdo sera dita como submersa
(BINOD et al., 2015). Caso a fermentagdo ocorra com um indice reduzido de &gua livre no
substrato, umidade inferior a 65%, fazendo com que o fungo se desenvolva sobre o material,
sem adentrar completamente os poros nos sélidos, a fermentacdo sera caracterizada como
fermentacdo em estado sélido (BINOD et al., 2015).

Portanto, o importante ¢ trabalhar com uma umidade que mantenha o equilibrio entre a
disponibilidade de a4gua, expansédo do substrato e efeitos de difusdo do oxigénio.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os obtido por Kruger (2017),
que realizou estudos de producéo de lipases de Penicillium sumatrense por FES através de um
delineamento fatorial 22 utilizando-se a torta de crambe (Crambe abyssinica hochst) como

substrato. Os melhores resultados foram obtidos com a granulometria de 28 Mesh, umidade
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de 60 % e temperatura de 27 °C. A maior atividade lipolitica (243 U ou 24,3 U gss*) foi
obtida apds 96 h de fermentacéo.

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo superiores (678,6 U) aos obtidos por Oliveira
(2013), que utilizou a FES para obtencdo de lipases de Penicillium sumatrense e Aspergilus
fumigatus. Os melhores resultados foram obtidos com umidade de 65 %, temperatura de 30 °C
e 72 h de fermentacdo. A cepa de P. sumatrense apresentou producédo de 318,3 U em 10 g de
solido fermentado (farelo de semente de girassol), enquanto que A. fumigatus produziu 227,3

U, nas mesmas condicdes de cultivo.
5.2.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
A fim de permitir uma visualizacdo e maior compreensdo da acdo das enzimas do

complexo enzimatico foram analisados por microscopia eletrénica de varredura (MEV) o

substrato antes e ap6s a fermentacdo em estado solido (Figura 7).
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Figura 7. Microscopia eletronica de Varredura (MEV) do substrato apos a fermentacéo (A) e
antes da fermentacao (B).

Analisando-se a Figura 7, podemos verificar que o substrato antes da fermentagéo se
mantém mais integro e homogéneo, e apds a fermentacdo observa-se a lipase ligada na
superficie do substrato. O resultado da analise em microscopia eletrénica mostrou uma
importante mudanca na morfologia ultraestrutural do farelo de semente de girassol (FSG)

apos a fermentacdo, resultado semelhante esse obtido também por KRUGER (2017), Ferraz
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(2006) e Castilho (2016) que estudaram a morfologia de diferentes tortas apds a fermentacdo

em estado solido.

5.3. CARACTERIZACAO DO EFLUENTE

O efluente utilizado neste estudo foi cedido por uma Industria de biodiesel na regido
Noroeste do Parana. Os resultados obtidos na caracterizacdo do efluente sdo descritos na
Tabela 5.

Apenas 0 pH apresentou valor dentro dos parametros estabelecidos pela resolucéo
CONAMA n° 430\2011, para lancamento de efluente. Os demais parametros apresentaram
valores elevados, necessitando de tratamentos para seu posterior langcamento em corpos

hidricos.

Tabela 5: Caracterizacgdo inicial da dgua residual de lavagem do biodiesel.

Parametros Unidades Valor Médio Desvio Padréo Padréo
Conama
0&G mg L? 16,3 0,433 20
TURBIDEZ UNT 50,0 1,89 100
pH - 5,74 0,150 5a9
ST mg L 87,5 364 e
DQO mg de Oz Lt 4,18.10° 531 -
DBO mg de O, L 4,43.10° 1,30 -

Comparando-se os resultados obtidos na Tabela 5 com as condi¢bes de langamento
para efluentes em corpos hidricos, estabelecidas pelo CONAMA n° 430/2011, verifica-se a
necessidade do enquadramento dos limites permitidos para rio classe 2 com relagéo ao teor de
DBO, DQO, sélidos totais, 6leos e graxas e turbidez (CONAMA, 2011).

5.4. BIORREMEDIACAO DO EFLUENTE DE BIODIESEL
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Os valores obtidos na caracterizacdo do efluente de biodiesel apds o processo de
biorremediagéo estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Caracterizacdo do efluente do biodiesel apds o processo de biorremediacao

Parametros Unidades Valor Médio Desvio Padréo
0&G mg L? 2,30 0,170
TURBIDEZ UNT 105 1,89

pH e 6,00 0,0667

ST mg L 13,0 0,368

DQO mg de O, L 4,40. 10° 4,33

DBO mg de O, L 5,63. 10° 4,20

Os resultados demonstraram que houve uma reducdo de O&G, ST, DBO e DQO,
sendo que o pH manteve-se proximo de 6,0. Estes pardmetros estdo de acordo com
estabelecidos pela resolucdo para lancamento de efluente. Apesar dos valores de turbidez ter
aumentado 47 % ap0ds o processo de biorremediacdo, este parametro encontra-se dento dos
valores estabelecidos pelo CONAMA para fins de lancamento de efluentes nos rios (100
UNT).

Na Tabela 6 é possivel verificar que a biorremediacao de efluentes de agua residuaria
de lavagem do biodiesel com lipases foi eficiente em relacdo a degradacdo de 6leos e graxas
(O&G), que € o principal objetivo desta pesquisa. Verificou-se uma reducdo de 86% em 7
dias.

5.4.1. Determinac&o de Oleos e graxas (O&G)

Os valores de 6leos e graxas (Figura 10) das aguas de lavagem provenientes do
biodiesel sem biorremediacdo apresentaram valores superiores (16,30 mg L) de oleos e
graxas em relagdo com relagdo ao processo de biorremediagdo (2,30 mg L™).

A Resolugdo CONAMA n° 430/2011 estabelece padrdes de lancamento de efluentes
com concentragdes de Oleos e graxas inferiores a 20 mg L™ para 6leos minerais e 50 mg L*

de Oleos vegetais e gorduras animais. Portanto, os teores de 0leos e graxas nas aguas de
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lavagem do biodiesel encontram-se de acordo com os valores méximos permitidos pelo
CONAMA.

Na Figura 11 é possivel observar uma reducdo significativa no efluente apos a
biorremedicdo reduzindo-se 86,0 % dos 6leos e graxas em 14 dias. Os resultados ndo

sofreram alteracdes significativas apo6s 14 dias.
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Figura 8 Valores de Oleos e graxas das aguas de lavagem provenientes da purificacdo do
biodiesel sem biorremediacdo e com biorremediacdo utilizando lipases de Penicillium
sumatrense. Condicdes de ensaio: efluente sem biorremediagdo (m) e com biorremediagéo(m)
Foram adicionados 100 mL de efluente, 678,6 U de atividade enzimatica, 37 °C e 30 dias.

Este trabalho é inédito, uma vez que ndo foram encontrados artigos cientificos e
patentes que utilizam lipase fungicas de Penicillium sumatrense, produzidas por FES, nos
processos de biorremediacdo de O&G em aguas residuarias de lavagem do biodiesel.

A maioria dos trabalhos reportados em literatura utilizam processos de flotagéo,
coagulacao e floculagcdo no tratamento de efluentes de biodiesel (DAUD, ABDULLAH &
HASAN, 2018; COSTA et al., 2017; RATTANAPAN et al., 2011). Estes tratamentos séo
eficientes na remocdo de O&G, obtendo-se uma reducéo acima de 90%.

Foi encontrado um trabalho na literatura, no qual a autora realizou um pré-tratamento
bioldgico da agua residuaria de lavagem do biodiesel por microrganismos (Klebsilla oxytoca)
produtores de lipases. Da Rocha (2010) realizou um pré-tratamento bioldgico da agua
residuaria de lavagem do biodiesel por microrganismos (Klebsilla oxytoca) produtores de
lipases. A cepa dessa bactéria foi cultivada a 35 °C, 48 h e 180 rpm num agitador rotativo A
autora verificou uma reducdo de 60 % de O&G ap6s 48 h de tratamento como 0s
microrganismos.

O trabalho de Da Rocha (2010) difere desta pesquisa, pois enquanto a autora utilizou
bactérias para ao tratamento do efluente de biodiesel utilizou-se sélidos fermentados contendo

lipases.
43



Apesar de ndo ser possivel a comparacdo direta deste trabalho com artigos cientificos
semelhantes, podemos comparar com tratamentos enziméticos de efluentes com alto teor de
O& G, como efluentes de petroleo, abatedouros e laticinios.

Verma et.al. (2012) utilizaram lipase produzida pela bactéria Pseudomonas
aeruginosa na biorremediacdo de aguas residuais contaminadas com 6leo bruto de petroleo.
A cepa dessa bactéria foi cultivada a 35 °C , 48 h e 180 rpm num agitador rotativo. O indculo
foi incubado com petroleo bruto em &guas residuais contaminadas para avaliar a capacidade
de biorremediacdo. As amostras foram analisadas a cada 24 horas. Apds sete dias de
tratamento, o teor de 6leo bruto foi reduzido em 82,8%.

Silva (2011) também aplicou lipases de Penicillium sp., produzidas por FES para
biorremediacdo, visando a reducdo de 6leos e graxas totais de um efluente industrial de um
abatedouro da regido metropolitana de Curitiba. Silva (2011) verificou que ap6s 11 dias de
tratamento enziméatico em shaker a 30°C e 300 rpm, o teor de 6leos e graxas totais reduziu
80,0%.

Alberton (2010) utilizou lipases fangicas de Rhizopus microsporus produzidas por
FES para reducdo de O&G no efluente de laticinio. A autora verificou ap6s 72 h de

tratamento enzimatico a 35°C, uma reducdo de 80 % de O&G no efluente.

5.4.2. Determinacédo da Turbidez

Com relagdo a turbidez, verifica-se uma maior turbidez encontrada nas aguas de
lavagem do biodiesel ap6s a biorremediacdo em relacdo ao efluente sem biorremediacéo
(Figura 12).

Observa-se um valor inicial de 49,0 UNT proveniente da lavagem do biodiesel sem
biorremediagéo e um valor maximo de 104 UNT com biorremediagéo.

A Resolucdo CONAMA N° 430, Art. 3 (2011) estabelece valores de turbidez para
lancamentos de efluentes, mas afirma que nos corpos receptores a turbidez ndo pode
ultrapassar 100 UNT (unidades nefelométricas de turbidez).

Neste caso os valores apds o0 processo de biorremediacdo encontram-se dentro dos

valores estabelecidos pelo CONAMA para fins de lancamento de efluentes nos rios.
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Figura 9 Valores de Turbidez das aguas de lavagem provenientes da purificacdo do biodiesel
com biorremediacdo e sem biorremediacdo utilizando lipases de Penicillium sumatrense.
CondicgOes de ensaio: efluente sem biorremediacdo (m)e com biorremediacdo (m). Foram
adicionados 100 mL de efluente, 678,6 U de atividade enzimatica, 37 °C e 30 dias.

Um alto valor de turbidez diminui a eficiéncia de tratamentos e interfere na condigéo
estética da agua, prejudicando a fotossintese e interferindo nos equilibrios naturais.

Nesta pesquisa, verificou-se um aumento de 47 % no valor de turbidez nas aguas de
lavagem do biodiesel apos a biorremediagdo. Isto ocorreu provavelmente devido as particulas
em suspensdo ou coldides.

Apesar deste aumento préximo a 50 %, este parametro encontra-se de acordo com as
condicBes de lancamento para efluentes em corpos hidricos, estabelecidas pelo CONAMA, na
Resolugéo 357/05 para os limites permitidos de turbidez para rio classe 2 (CONAMA, 2011).

5.4.3 Determinacéo do pH

Foi observado neste experimento, que ndo houve variacdo em relagdo ao pH nas aguas
de lavagem proveniente do biodiesel antes e apds o processo de biorremediacao.
Observa-se na Figura 13, um valor maximo de pH de 5,96 no efluente de biodiesel

sem a biorremediacdo e 5,76 no efluente biorremediado.
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Figura 10 Valores de pH das aguas de lavagem provenientes da purificacdo do biodiesel sem
Biorremediacdo e com biorremediacdo com biorremediacdo e sem biorremediagéo utilizando
lipases de Penicillium sumatrense. Condi¢des de ensaio: efluente sem biorremediacdo (m) e
com biorremediacdo (m). Foram adicionados 100 mL de efluente, 678,6 U de atividade
enzimaética, 37 °C e 30 dias.

Observa-se que os valores de pH das aguas de lavagem provenientes da purificacdo do
biodiesel antes e apds a biorremediacdo foram proximos, sendo que este pardmetro esta de
acordo com o recomendado pela resolu¢gdo do CONAMA n° 430/2011, que fixa o pH entre
5,0 29,0 para condicGes de lancamento de efluentes (CONAMA, 2011).

5.4.4. Determinacdo de Solidos Totais (ST)

Os solidos totais contribuem para o aumento da matéria orgénica, e vdo diminuir a
eficiéncia do sistema, uma vez que os microrganismos demoram mais para degrada-los. Os
solidos suspensos sdo aqueles que flotam na superficie do rio, formando uma crosta que pode
impedir a penetracdo da luz solar e também contribui para o aumento da temperatura do rio.
No efluente estudado neste trabalho, obteve-se um de 80 mg L™ antes da biorremdiacéo e
12,4 mg L* de sdlidos totais no efluente (Figura 10).
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Figura 11 . Valores solidos totais (ST) das &guas de lavagem provenientes da purificagdo do

biodiesel com e sem biorremediacéo utilizando lipases de Penicillium sumatrense. Condicdes
de ensaio: efluente sem biorremediacdo (m) e com biorremediacdo (m). Foram adicionados
100 mL de efluente, 678,6 U de atividade enzimatica, 37 °C e 30 dias.

Na figura 10 observa-se uma reducdo de 84,5 % de sélidos totais (ST) apos a
biorremediacdo do efluente das dguas de lavagem provenientes da purificacdo do biodiesel,
indicando que o processo foi eficiente com relagdo a reducéo de ST.

A Resolucio CONAMA n° 430/2011 nédo estabelece padrdes de lancamento de
efluentes com concentracdes de solidos totais. Alberton (2010) encontrou o valor de 23,89

mg.L? solidos totais no efluente de biodiesel, estando semelhante ao resultado encontrado.

5.4.4. Determinacao da Demanda quimica de oxigénio (DQO)

A Demanda Quimica de Oxigénio é a medida da quantidade de oxigénio equivalente ao
conteddo de materia organica e outras de uma amostra que é suscetivel a oxidacdo por um
forte oxidante quimico (ALBERTON, 2010; BRAILE & CAVALCANTI, 1993).

A DQO ¢é indispensavel na caracterizagdo de efluentes industriais e de esgoto
sanitario, pois ela avalia a quantidade de oxigénio dissolvido (OD) consumido, em meio
acido, que leva a degradacao de matéria orgénica. A analise dos valores de DQO em efluentes
e em aguas de superficie € uma das mais expressivas para determinacdo do grau de poluicédo
da agua. Esta analise reflete a quantidade total de componentes oxidaveis, seja carbono ou
hidrogénio de hidrocarbonetos, nitrogénio de proteinas, por exemplo, ou enxofre e fosforo de
detergentes (LINS, 2010).
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A DQO pode ser considerada como um processo de oxidagdo quimica, empregando-se
o dicromato de potdssio como agente oxidante, onde o carbono organico de um carboidrato,
por exemplo, é convertido em gas carbonico e dgua. O poder de oxidacdo do dicromato de
potassio € maior do que o que resulta mediante a acdo de microrganismos. A resisténcia de
substancias aos ataques bioldgicos levou a necessidade de fazer uso de produtos quimicos,
sendo a matéria organica neste caso oxidada mediante um oxidante quimico. A DQO é muito
atil quando utilizada juntamente com a DBO para observar a biodegradabilidade de despejos
(ZUCCARI et al., 2005).

Os resultados apresentados na Figura 8, demostram que ha um aumento da DQO apds
0 processo de biorremediagdo. O valor aumentou de 419 mg L™ para 440 mg L™ apds 14 dias,

um aumento de 4,8 %.
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Figura 12 Valores da Demanda gquimica de Oxigénio (DQO) das aguas de lavagem
provenientes da purificagdo do biodiesel com e sem biorremediagéo utilizando lipases de
Penicillium sumatrense. Condicdes de ensaio: efluente sem biorremediacdo (m)e com
biorremediagdo (m) Foram adicionados 100 mL de efluente, 678,6 U de atividade enzimatica,
37 °C e 14 dias.

A resolugdo CONAMA n° 430/2011 ndo estabelece valores de DQO para langamento de
efluentes. Porem os resultados encontrados se encontram bem a baixo de outros efluentes de
biodiesel. Alberton (2010) obteve o valor da DQO 81.748,38 mg 02/L antes do tratamento,
apos o tratamento obteve 37,31% de remocao ,apresentando uma concentra¢do muito elevada.

5.4.5. Determinacdo da Demanda bioquimica de oxigénio (DBOs)

A DBOs corresponde a quantidade de oxigénio consumida pelos microrganismos de

esgoto ou aguas poluidas na oxidacdo bioldgica da matéria organica, quando mantida a uma
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dada temperatura (20°C) por um intervalo de tempo convencionado (5 dias) (BRAILE &
CAVALCANTI, 1993).

A DBO ¢ de fundamental importancia em estudos sobre a qualidade de aguas, bem
como para projetos e controle operacional de EstacGes de Tratamento de Efluentes. Também,
serve como base para estudos de autodepuracdo natural de um corpo aquatico (PIVELLI,
2001).

Nas aguas naturais a DBO representa a demanda potencial de oxigénio dissolvido que
ocorre devido a estabilizacdo dos compostos organicos biodegradaveis, podendo trazer os
niveis de oxigénio nas aguas abaixo dos exigidos pelos peixes, levando-os & morte. E uma
variavel da qualidade da agua que, de certa forma, quantifica a poluicdo orgénica pela
deplecéo do oxigénio, conferindo condigcdo anaerdbia ao ecossistema aquatico, pela oxidagédo
da matéria organica biodegradavel.

Observando-se os resultados apresentados na Figura 9, nota-se elevados valores de

DBO:s, indicando a presenca de matéria organica nas aguas de lavagem.
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Figura 13. Valores da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) das aguas de lavagem
provenientes da purificacdo do biodiesel com e sem biorremediagéo utilizando lipases de
Penicillium sumatrense. Condigcdes de ensaio: efluente sem biorremediacdo (m) e com
biorremediacdo( = ) Foram adicionados 100 mL de efluente, 678,6 U de atividade enzimatica,
37 °C e 14 dias.

Apols 14 dias de biorremediacdo houve reducdo da DBO em (7%), a resolucdo
CONAMA n° 430/2011 n&o estabelece valores de DBOs para langamentos de efluentes, pode-
se inferir que o despejo de efluentes com alta DBO ira provocar o consumo de oxigénio do

corpo receptor, podendo chegar a niveis baixos de oxigénio total dependendo do tipo de
49



bactéria existente naquele meio. Muitas vezes, a falta de oxigenagdo da agua sO sera
perceptivel a muitos metros ou quilémetros a jusante do ponto de lancamento (MANAHAN,
2006).

5.4.7. . Determinacéo da razéo de biodegradabilidade do efluente (DBOs/ DQO)

A razdo de biodegradabilidade estima a biodegradabilidade do efluente através da
relacdo da matéria organica prontamente biodegradavel e matéria organica total, representada
por DBO5/DQO (ALBERTON, 2010).

A razéo DBOs/ DQO obtida para o efluente desta pesquisa foi de 1,30.

Raz6es menores do que 0,6 estimam baixa biodegradabilidade do efluente, ou seja, a
matéria organica do efluente seria pobremente metabolizada por microrganismos dos
tratamentos  bioldgicos convencionais (aerébio e anaerdbio) (ALBERTON, 2010;
JANCZUKOWICZ; ZIELINSKI & DEBOWSKI, 2008; DANALEWICH et al. 1998).

O valor da razdo DBOs/ DQO obtida nesta pesquisa indica uma boa biodegrabilidade

do efluente estudado pelas lipases fungicas de Penicillium sumatrense.

6. CONCLUSOES
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Os resultados dos estudos do presente trabalho permitiram concluir que:
(1) Na producéo da lipase de Penicillium sumatrense por FES
> As melhores condi¢bes de fermentagdo foram 60 % de umidade, 27 °C, 60 % de
umidade e granulometria do substrato entre 10 Mesh 16 Mesh. A maior atividade
lipolitica (67,86 U gss™* ou 678,6 U) foi obtida apds 96 h de fermentagdo para o
substrato farelo de semente de girassol (FSG).

(2) Nos estudos de Biorremediacéo
(i) Por adicéo direta do solido fermentado:

> A lipase de Penicillium sumatrense mostrou-se viavel nos processos de biorremediacao
de efluentes de agua residuaria de biodiesel por adi¢do do sélido fermentado contendo a
lipase, com o substrato de fermentacao FSG.

> Os resultados indicaram que apds a biorremediagdo houve uma reducdo em todos os
parametros avaliados estando de acordo com a Resolugdo CONAMA 430/2011.

» A maior reducdo ocorreu no teor de Oleos e graxas (86 %) em 14 dias de
biorremediacéo.

» Apesar de a DQO ter reduzido apenas 50 % e a DBO 7%, a razéo de
biodegradabilidade do efluente (DBOs/ DQO) foi de 1,30 indicando uma boa
biodegrabilidade do efluente de biodiesel estudado neste trabalho.

» O teor de solidos totais (ST) reduziu 84,5 % e o pH manteve-se em 5,76.

> Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa verificou-se um tratamento eficiente onde
as aguas residuérias da industria de producdo de biodiesel poderdo ser utilizadas para
fins de langcamento ou reuso no processo industrial minizando a geracgdo de efluentes nas

estacOes de tratamento.

Os resultados apresentados neste trabalho séo originais em trés aspectos fundamentais:
(1) na producdo de lipases por FES usando um fungo endofitico isolado das folhas de
mamona (Ricinus communis L.), (2) na utilizagdo do solido fermentado contendo a enzima
diretamente no processo de biorremediagéo de dleos e graxas (O&G) e (3) e na originalidade
desta pesquisa, que € inédita. Nao foram encontrados artigos cientificos e patentes

relacionados ao tema estudado nesta pesquisa.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este € um trabalho que abre muitas novas perspectivas. Trabalhos futuros poderéao
abordar temas como, por exemplo:

e Estudo comparativo da capacidade de biorremediacdo da lipase de Penicillium
sumatrense, produzida por FES, utilizando-se a adicdo direta do solido fermentado em
batelada alimentada, a enzima livre e a enzima imobilizada em suportes hidrofébicos,
em reacdes de hidrolise de O&G, para fins de langamentos e reutilizacdo da agua
residuaria de lavagem do biodiesel.

e Otimizar a reacdo de hidrolise de O&G, reduzindo o tempo de hidrolise.

e Empregar métodos de analise instrumental, tais como Infravermelho, CLAE e RMN-!H,
para a caracterizacao dos produtos obtidos na biorremediacéo.

e Estudar a capacidade de catalise das lipases em outros efluentes com elevados teores de

0&G, como por exemplo, os efluentes das industrias de lacticinios.
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